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論文内容要旨
 細胞外マトリックスの主要構成成分であるコラーゲンは,皮膚や骨の主成分として哺乳類では生体タ
 ンパクの約25%を占める最も大量に存在するタンパクである。コラーゲンは発生,炎症,組織修復,癌細
 胞浸潤といった生体が動的に大きく変化する際,サイトカイン,種々の炎症メディエーター,成長因子,
 プロテアーゼによってその合成や分解が調節される。本研究では,ヒト1型コラーゲンの`・2鎖遺伝子
 (COLIA2)に注目し,サイトカインの1つであるIFN一γによる転写抑制機構について解析した。また,細胞
 外マトリックスの合成を促進する最も重要なサイトカインTGF一βとIFN一γの拮抗作川機構について解析
 した,,
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 lFN一γのCOLIA2転写抑制機構について,次のように解析した。(1)IgREの同定と結合タンパクの特性
 解析,(2)IgRE結合タンパクのライブラリースクリーニングとYB-1の同定,(3)IFN一γのCOLIA2転写抑制
 に対するYB-1の関与,(4)IFN一γ/YB-1細胞r大Jシグナル伝達機構,を検討した。まず,COLIA2プロモータ
 ー領域を種々欠損させたレポータープラスミドを用い,IFN-g応答領域(lgRE:一!6!～一125)を同定し,ヒト
 線維芽細胞核抽出物中にIgREのピリミジン塩基を多く含む配列(一161-150)に結合する約30kDaと50kDaの
 2つのタンパクを見出した。
 次に,ヒト線維芽細胞cDNAライブラリーを用い,IgRE結合タンパクをサウスウエスタンスクリ一二ン
 グした結果,Y-boxbhldhlgprotei1]の!つであるYB-1(分子質量約50kDa)を同定した。リコンビナントYB-1
 及びヒト線維芽細胞核抽山物中のYB-!がlgREに塩基配列特異的に結合することを確認し,YB-1の
 COLIA2転写調節,IFN一γのCOLIA2転写抑制作用に及ぼすYB-1の影響について検討した,その結果,
 YB-1は用量依存的にcoLIA2転写を抑制し,その抑制作川はlgRE中のYB-!結合配列依存的であることが
 わかった。また,IFN-gによるCOLIA2転写抑制作用は,IgRE中のYB-1結合配列依存的であった。さらに,
 カルボキシル末端部分を欠失したYB-1は優性阻害(donlhlalltnegative)効果を示したc
 YB-!の多くは細胞質に存在し,紫外線や抗ガン剤添加刺激により核内移行することが知られている。
 そこで,IFN一γ添加刺激によるYB-1の細胞内分布について検討した。その結果,IFN-g添加4-6時間後に細
 胞質内のYB一圭の一部が核に移行することがわかった,.キナーゼ阻害剤を用いてさらに詳細に検討した結
 果,IFN-7によるYB一ユの核内移行には,Jak1とCK2が関与することが示唆された。一方,STAT1はJakユ,
 Jak2を介してIFN一γ添加0.5時間以内に核に移行することが確認された。以上のことより,IFN.γは
 Jak!/cK2シグナル伝達経路を介してYB-iの核内移行を促進し,核内移行したYB-1は,coLIA2プロモー
 ターのlgREに結合し,COLIA2の転写を抑制することが示唆された。
 IFN一γは,Jak/STATシグナル伝達経路と異なるCK2/YB4シグナル伝達経路を介し,COLIA2の転写を
 抑制することが示1唆された、,また,IFN一γとTGF一βは,COLiA2の転写に対して拮抗することが知られて
 いる。そこで,TGF一,9のCOLIA2転写促進に対するIFN一γの抑制機構について,次のように解析した。
 (1)IFN一γのCOLIA2転写抑制に関与するYB-1とSTAT1の寄与度,(2)YB-1のTGF一γノSmad3シグナルに対
 する拮抗阻害,〔3)YB-1とSmad3の物理的相1ヨ1作用,(!i)YB-1のSmad3-p300相互作用に対する拮抗阻害,
 を検討した。
 YB-1,STAT1それぞれの2本鎖RNAを導入し,各々のタンパクの発現が抑制された細胞において,IFN一
 γのCOLIA2転写抑制作ll]がほぼ同程度で減弱した、また,TGF一、9のCOLIA2転写促進に対し,IFN一γの
 拮抗作用がほぼ同程度で消失した。また,YB一工,sTATiの発現が両方抑制された細胞では,IFN一γの
 COLIA2転写抑制イノ1{用がさらに減弱した、、このことから,IFN一γのCOLIA2転写抑制作川に関し,YB-1と
 STAT1は共に重要な役割を・果たすことが示唆された。
 次に,YB-!を,過剰発現した細胞において,TGF一β及びTGF一、9シグナルの1・'流に存在する転写因子
 Smad3のCOLIA2転写促進作用が抑制された,、このことから,IFN一γ/YB-1シグナルは,TGF一、ヨ/Sma〔13シ
 グナルを阻.害することが示唆された。
 そこで,YB-!,Smad3発現プラスミドを尊人した細胞から全細胞抽出物を調製し,免疫沈降法を用い
 て検討した結果,YB-!とSmad3は細胞内で結合することが示唆された。さらに,GST-plllldownアッセイ
 法を用いて結合領域を同定した結果,YB-1のCSD+カルボキシル末端とSmad3のMHlが直接結合すること
 がわかったL,また,YB-!,Smad3リコンビナントタンパクを川い,DNA存在下での両者の相互作用を解
 析した結果,YB-1はSmad3とそのDNA結合配列(SBE)の結合を阻害せず,YB-1/Smad3/SBE複合体を形成
 することが示唆された,、
 Smad3は転写共役因子p300と相互作用し,COLIA2の転写を相乗的に促進することが知られている。そ
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 こで,Smad3とp300の相互作用に対するYB-1の役割について解析した。YB-1,Smad3及びp300発現プラ
 スミドを導入した細胞から奈1細胞抽出物を調製し,免疫沈降法を用いて検討した結果,YB-1はp300に結
 合することにより,Smad3-p300の結合を物理的に阻害した。また,YB-1発現プラスミドを導入した細胞
 において,Smad3-p300による相乗的な転写促進作用に対し,YB-1は用量依存的に抑制した。
 以上のことより,IFN一γ/YB-1シグナル伝達経路は,YB-1がSmad3とP300に物理的に相互作用し,
 Smad3-p300の転写促進作用を機能的に抑制することにより,TGF一、ヨ/Smad3シグナル伝達経路を阻害する
 ことが示唆された。
 本研究で得られた結果より,IFN一γの新しいCOLlA2転写抑制機構を提山した。すなわち,IFN一γは
 YB-1の核内移行を促進し,1)YB-1は,COLIA2の近位プロモーターに存在するIgREに結合し,COLIA2
 の転写を抑制する。2)YB-1は,SBEに結合するSmad3と転写共役因子p300の相互作用を抑制し,TGF-19
 /Slnad3シグナル伝達経路を阻害する,、本研究を通じて得られたこれらの結果は,生理的・病的な条件下に
 おいて,結合組織の再構築に関与する分子制御機構を理解する上で重要な知見となると考えられる。
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 論文審査の結果の要旨
 本論文は,ヒ1・1型コラーゲンの`』(COLIA2)遺伝∫・のインターフェロンγによる転写抑制機構の解析
 を行ったものである。コラーゲンは細胞外マトリックスの主要構成成分であり,炎症や組織修復,癌細
 胞浸潤といった際,サイトカインや炎症メディエーターなどによってその合成や分解が調節されている
 ことが知られている。
 申請者は第!章で,COLIA2遺伝・了・プロモーター領域を解析し,IFN一γ応答によって転写抑制に関与す
 るDNA領域を同定した。さらに,ヒト線維芽細胞rl』に,この応答領域に結合するタンパク質を見出した。
 このタンパク質のcDNAクローニングを行い,Y-box結合タンパク質の一・つである,YB-1であることを明
 らかにした。さらに,1FN一γ添加刺激によって,プロテインキナーゼである」aklとCK2が活性化し,その
 シグナル伝達経路を介してYB-1の核内移行が促進されることを証明した。
 第2章で,コラーゲン遺伝子の転写を抑制するiFN一γと活性化するTGF一、9の拮抗作用の解析を行い,
 IFN一γのcoLIA2転写抑制はYB-1以外にsTAT1が寄与すること,YB-1とTGF一βの刺激を伝えるsmad3の
 問に,直接の相互作用があり,それによってIFN一γとYB-1のシグナルは,TGF一、9/Smad3シグナルを阻害
 することを示した、,この阻害様式を検討した結果,YB-1はSmad3のDNA結合を阻害するのではなく,
 smad3と転写共役因子である1)300との複合体に,物理的に結合することによって阻害することを示した。
 申請者の行った研究は,IFN一γによるCOLIA2遺伝f・の,転写抑制メカニズムの解明に大きく貢献し,
 本研究を通じて得られたこれらの結果は,生理的・病的な条件下において,結合組織の再構築を理解する
 上で重要な知見である。コラーゲン合成の亢進による,組.織の繊維化は多くの疾患で起こり,その治療
 薬の開発は強く望まれている,、本論文の研究成果は,その開発において.重要な役割を果たすと考えられ
 る。
 上り、上の結果は,申請者が自立して研究活動を行うに必要な高度の研究能力と学識を有することを示し
 ている。したがって,束清史提出の論文は,博士(理学)の学位論文として,合格と認める。
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